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【論文の内容の要約】 
創薬プロセスにおける一次スクリーニングとして、疾患の原因となる標的タンパク質に
結合する化合物の探索が行われる。これは、数十万に上る化合物を対象に行われるため、
標的タンパク質に結合するリード化合物を簡便・迅速に探索する手法の開発が求められて
いる。現在、組換え発現した標的タンパク質と化合物との結合試験を核磁気共鳴法や、表
面プラズモン共鳴法を利用して検出する手法が一般的であるが、スループットが低く、多
くの標的タンパク質を必要とするといった問題点がある。薬剤の標的タンパク質の多くは
細胞表面タンパク質であり、複雑な構造を持つことや、疎水性領域を持つことから、組換
えタンパク質として異種発現させること自体が困難であり、宿主の生育阻害やタンパク質
の凝集による標的タンパク質の不活化が生じることが知られている。 
一方、菌体内にマグネトソームと呼ばれるナノサイズの磁性粒子を生合成する磁性細菌
Magnetospirillum magneticum AMB-1株においては、磁性粒子上に局在するアンカータンパク
質と標的タンパク質の融合遺伝子を導入することでタンパク質固定化磁性粒子を生産する
マグネトソームディスプレイ法が確立されている。しかしこれまでに磁性粒子上で多量体
を形成するタンパク質の機能発現に関する研究はない。そこで本論文では、薬剤の標的と
成り得る多量体を形成しシグナル伝達を担うタンパク質、及び複数のサブユニットから構
成されるタンパク質を「多量体タンパク質」と定義し、マグネトソームディスプレイ法を
利用したヒト由来多量体タンパク質の磁性粒子上への機能発現を目的とした。 
第 1 章「緒論」では、タンパク質固定化磁性粒子を用いたリガンドスクリーニング方法
の現状を述べると共に、大腸菌を用いたヒト細胞表面タンパク質の効率的な発現技術、多
酵素複合体セルロソームの結合ドメインである Dockerin-Cohesin 相互作用を利用したタン
パク質複合体の構築技術について既往の知見をまとめた。また、現在のマグネトソームデ
ィスプレイ法の問題点をまとめ、本研究の目的と意義を明らかにした。 
第 2章では、マグネトソームディスプレイ法を用いたチロシンキナーゼ受容体 TrkAの全
長を磁性粒子上へ機能発現することを目的とした。TrkA は、がん、アルツハイマー病とい
った精神疾患の創薬ターゲットとして注目されており、リガンド結合により二量体化し自
己リン酸化を生じるタンパク質である。マグネトソームディスプレイ法を用いて磁性粒子
上に発現した TrkA は、リガンドである神経成長因子との結合及び自己リン酸化の誘導が確
認された。このことから作製した TrkA 固定化磁性粒子は、リガンド探索やその後の自己リ
ン酸化能を評価できるツールとして使用できる可能性を示した。 
第 3章では、CD8+細胞の活性化に関与する MHC class I (MHC I)分子の磁性粒子上での機
能発現を目的とした。MHC I 分子は非共有結合性の 2 つのサブユニットと抗原ペプチドと
ヘテロ三量体を形成し細胞表面に提示されている。本研究では、MHC I 分子と抗原ペプチ
ドをペプチドリンカー配列を介して融合し、抗原ペプチド/MHC I複合体として磁性粒子上
に発現させ、その活性を評価した。その結果、MHC I 分子のみを発現させ、後から抗原ペ
プチドを添加した場合では複合体形成率が 11%だったのに対して、抗原ペプチドを融合し
た場合は 75%が複合体を形成していることが明らかとなった。更に本複合体が CD8+細胞に
結合することが示唆された。以上のことから、本法を用いることで、抗原ペプチド/MHC I
複合体を磁性粒子上で機能発現できることを示すことができた。 
第 4章では、CD4+細胞の活性化に関与する MHC class II (MHC II)分子の磁性粒子上への
機能発現を目的とした。MHC II分子はMHC I分子と同様、2つのサブユニットと抗原ペプ
チドとのヘテロ三量体として細胞表面に提示されている。特に、MHC II分子は、抗原ペプ
チドが解離すると立体構造を維持できず凝集・不活化する。そこで、MHC II分子が生体内
で生産されるときに重要な MHC II 分子特異的なシャペロン様タンパク質である HLA-DM
を共発現し、磁性粒子上に 2つのタンパク質を共局在させることでMHC II 分子の機能発現
を行った。まず、磁性粒子上に 2 つのタンパク質を共局在させるために、Dockerin-Cohesin
相互作用を利用し、磁性粒子上に 2種のタンパク質を、1:1かつ近接に固定化する技術を確
立した。また、MHC II分子及び HLA-DMを共発現することで、菌体中でのMHC II分子の
発現量向上、及び磁性粒子上への MHC II分子固定化量の増加がみられ、更に磁性粒子での
MHC II分子の比活性が 3倍向上することが明らかとなった。 
第 5 章「結論」では、本研究で得られた成果についてまとめた。本研究で標的タンパク
質とした多量体系形成タンパク質 TrkA、MHC I分子、MHC II分子は原核生物を用いた機能
発現に成功した初めての例である。このことから、原核細胞での上記のヒト組換えタンパ
ク質の機能発現方法を提供するものであり、学術的な意義は大きい。また 4 章で確立した
磁性粒子上へのタンパク質複合体の構築法はバイオテクノロジー分野のみならず、産業分
野への展開も期待され、その工学的意義も大きい。 
 
